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Beichreibung 

Die Erfindung bctrifft cine makroniolekiMsrf wasserldslichc Verbindung als Blutereatz bci LSsung oder 
Suspension in Wasser. cin Vcrfahren zur Heritsltung einer solchen makromolekularcn wasserlSdichcn Verbin- 
dung sowie ein Mittel zur Verw?ndung als BJutersatz oder Blutstrecker zum Verabrcicfaen an Menschen- oder 
T1«rpatienten in Form einer wftBrigftn L6sung oder einer Suspension eines wasserldslichen makromolekularen. 
Sau0rttorr transporderenden Stoffes. 

Wegen der schnelJ steigenden Bedarfs an Bhit mit der Ausweitung von medizinischen Behandlungen besteht 
ein Bedarf zur Entwicklung von Bhitersatz und zum ciffektivsten Gebrauch von verfOgbaren Blutvorrfiten. 
Dieser Bedarf besteht sowohl in Bereichen, In denen fortgeschrittene medizinische BehandJungsmetboden 
praktiziert werden. als auch in Bereichen, in denen kostspieltge Einrichtungen zur Bhitkonserviening und 
-typislerung nidi: verfttgbar sind. 

Die ven^chiedensten Substanzen sind schon ais Blutersau vorgeschlagen worden, beispielsweise Dextrangela- 
tln, Polyvinylpyrrolidon und Perfluor-Verbindungen wie Perfluoruibutylamin. Diese haben entweder unbefrie* 
digende Sauerstoffbindeeigenschaften oder unerwflnschte oder unbekannte Nebeneffekte. G. Ya. Rozenbeig 
beschreiben in ProbL GemtoL Percliv. ICrovi 197a 15(4% S. 12-20 Blutersatzstoffe we Dextran und modifizier- 
tes H&moglobin 

Hftmoglobinl6sungen sind ebenfalls vcrsucht wordea Hfimoglobin ist ein komplexes Proteinmaterial, das 
EisenmoIekOle enthalt. welche einen GroBteil von roten BlutkCrperchcn bei Wirbeltieren bilden. Die Verwen- 
dung einer Hfimoglobinldsung anstellc von Blut Oberwindet das Blulgruppenproblem. Hamoglobin ist einfacher 
als Blut zu lagcm. Hftmoglobin ISBt srch von Blut (ticrisch oder menschlich) isolieren und zur Konserviening vie! 
langer als Blut gefriertrocknen. 

Hamoglobin wird jedoch schnell aus der Nicre im Urin vom kranken Patienten ausgeschieden. Haufige 
massive Transfusioncn von HamoglobinlOsung mOssen deshalb crfolgen, und das hohe MaB an Ausscheidung 
stellt eine potentielle Gefahr fOr Patienten mit vorher bestehender Nicrenerkrankung dar. Es ist bcrichiet 
worden, daB die Halbabgangszeit aus dem Kreislauf von durch Transfusion verabreichtem Hamoglobin nur 
anderthalb Stunden bei Affen betrfigt 

Die schnclle Ausscheidung von Hamoglobin bei Vcrabreichung als Usung dOrfte mindestens teilweise auf 
sem Molekulargewicht zurOckzufQhren sein. Hamoglobin hat ein Molekulargewteht von etwa 65.000, was 
offenbar nicht hoch genug ist, urn dessen Beibehaltung im Kreislaufsystcm fOr eine angemessene Zeitdauer zu 
crm6glichen. wenn es getrennt von roten Blutk5rperchen und Plasma zugefOhrt wird 

Aufgabc dieser ErTindung ist es, einen Blutersatzstoff zu schaf fen, dessen reversible Sauerslofftransportfahig- 
keit mit der von an rote Blutkdrperchcn gebundenem Hamoglobin vcrgleichbar isu dessen Molekulargewicht so 
hoch ist. daB die Verweilzeit im KOrper von Menschen oder Tieren verlangert ist, und das biologisch vertraglich 

Diese Aufgabe wird gel5si durch die makromolekulare wasserlOsIiche Verbindung gemaB Anspruch 1, das 
Vcrfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserlSsIichcn Verbindung nach Anspruch 2 und das 
Mittel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker nach Anspruch 3. 

Die crfmdungsgemaBe Verbindung wird in angemessener Weise im KOrper beibehalten. Die Verbindung 
gemaB der Erfindung hat eine reversible Sauerstofftransponf ahigkcit und ist offensichtlich auch sonst biologisch 
akzeptobel. Das zur HersteUung der Verbindung verwendete modifizierte Dextran hat cin durchschnittliches 
Molakulaiycwicht von etwa 20.000 bis 275m wahrend die modifizierte Hydroxyethyisiarke ein durchschnittli- 
" !!!l*^^^"J?^«®^**^*^* ^^"^^ ZOOOOOO hat Vorzugswcise wird ein Molekulargewicht von 

etwa 20.000 bis 70.000 gewfthlt Innerhalb solcher Molekulargewichtsbereiche geht cine chemische Bindung mil 
Hamoglobm schnell vonstatten, und die Reaktionsldsungen haben geeignete Viskositaten zur Icichten Handha- 
bung. Dextrane mit emem Molekulargewicht von unter 90.000 sind als im wesentlkhen nicht allcrgieerzeugend 
bekannt und sie smd deshalb zur Verwendung im erfindungsgemaBen Zusammenhang wQnschenswert 

Das Reakuonsprodukt aus dem modifizierten Polysaccharid und Hamoglobin kann eine 1:1 -Bindung sein, 
Oder es kftnnen z. B. bis zu 9 MolekQIe des Hamoglobins an einem Molekfll des modifizierten Polysaccharids 
gebunden sem. Das kann durch die rclativen Mengen an Ausgangsstoffen fQr die Umsetzung und durch die 
KontroIIe anderer Reaktionsbedingungcn wie der Zeit. der Temperatur und des pH-Wertes bestimmt werden. 
Die Verbindungen gemafl der Erfindung haben Molekulargcwichte im Bereich von etwa 70.000 bis 2.000.000 und 
vorzugsweise im Bereich von etwa 85.000 bis 1 35.000. 

Die Verbindung ist ein Hamoglobin-Polysaccharid-Komplex und kann nach ihrer Bildung in einem physiolo- 
gisch akzeptablen waBrigen Trager fertig zur Verabrcichung an einen Patienten gewonnen oder gewonnen und 
m einem solchen Trager wiederaufgeldst werden. 

Bei dem Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaBen Produkts erfolgt die chemisch covalente Bindung 
mmdestens ernes Hamoglobin-MolekOls mit einem Polysaccharid-MoIekQL Die Reaktion wird am hasten in zwei 
Hauptschntten durchgefflhrt Im ersten Schriit wird ein modifiziertes Polysaccharid gebildet, das chemische 
Gruppen enthfllf dift 7.,ir chRmisrhen Wechselwirkung mit den SeitengruDoen des Hamoelobin in der Uee sind, 
Beun zweiten Schntt wird das modifizierte Polysaccharid zur Reaktion mit den Seitengruppen des Hamoglobin 
gebracht, um den covalent gebundenen Komplex gemaB der Erfindung entstehen zu lasscn. 

Beim ersten Verfahrensschritt tritt das Polysaccharid in Reaktion mit einem Reaktionsmittel. das eine chcmi- 
sche GaiPPJ "^t, die mit den Hydroxyl-Gruppen am Polysaccharid in Reaktion tritt (z. B. Carbonsaure-. Acylha- 
logenid-, Alkylhalogenid-. Amido-. Hydrazin-, Isocyanat- oder Amino-Gruppen, die mit den Hydroxylgruppen in 
Gegenwart eines Aktivators wie Cyanogenbromid oder Perjodat in Reaktion tritt). Darflberhinaus muB dieses 
Reaktionsmittel m der Uge sein, dem Polysaccharid Gruppen anfOgen zu kdnnen. die anschlieBend mit Hamo- 
Klobm Oder mit einer QberbrUckenden Verbindung. die anschlieBend mil Hamoglobin in Reaktion treten kann, 
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reagieren kannen. Methoden und Reaktionsmittel zum ModiTizieren von PDlysacchariden durch chemische 
Umsetzung dcr Hydroxylgruppen sind bekannt 

Beim zwehen Verfahrensschritt wird das modifuiene Polysaccharid rait HSraoglobin zur Bindung damtt zur 
Reaktion gebracht, und zwar durch Reaktion von funktionalen Seitengruppierungen am Hamogk>btn mit den 
Gruppen. die an das modifizierte Polysaccharid im ersten Schritt angefugt worden sind. Hflmoglobin ist ein 
Protein und enthalt als funktionale Seitengruppierungen Amino-. Phenol-, Mercapto, Meihylmercapto-, Inuda- 
zo-.Carboxyl- und Guanidino-Gruppen, die von AminosSurebestandteilen abgeleitei sind 

Chemische Gruppen, die sich mit diesen reaktiven Proteinseitengruppicrungen umsetzen kdnnen und die 
deshalb beim ersten Verfahrensschritt in das Polysaccharid eingebracht werden kdnnen. sind in der Prote^nche- 
mie bekannt — siehe z. a "Chemical Modification of Proteins'" von Means & Freeney. herausgegeben von 
HoWcn-Day. 197!, und "Advances in Carbohydrate Chemistry", Band 29, Upson and Horten. herausgegeben von 
Academk: Press, Kapitel von Kennedy flber Polysaccharid-Derivate. Zu den Beispielen gehOren: 

Aeylierende Gruppen. z. R Saureanhydrid, N-Acylimidazol, SSurcazid. N-Carboxyanhydrid. Diketen, Dialkyl- 
pyrocarbonal, Imidoesicr, O-AJkylisohamstoff. S-Alkyl-Isohamstoff, Sulfonylhalogenid, Sulfonatesier und car- 
bodumid-aktivierte Carboxylgruppea 

Von diesen ist bekannt, daB sie mit Aminognippen an Proteinen reagieren und covaiente Bindungen entstehen 
lassen, bei denen Acyl- oder dhnJiche Bindungen vorhanden sind; 

Alkylierende Gruppen. die mit Sulfhydryl- (Mercapto), ThiomethyK Inudazo- oder Aminognippen am Protein 
reagieren, wie z. a HalocarboxyK Maleimid aktivierte Vmyl-. Ethylenimin-, Arylhatogenid-Gnippen. 2-Hy- 
droxy-S-NitrobenzyJbromid, aliphatische Aldehyd- und Kctongruppen mit ReduktionsmitleJn (die mit der Ami- 
nogruppe des Protems reagieren); 

.^5!X?,"^ Amid-bildende Gruppen wie Diazocarboxylat und Carbodiimid- und Amingruppen zusammen. die 
mit COOH am Protein reagieren; 

Disuind-bildende Gruppen. die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein reagieren. wie 5p5'-Dithiobis-(2-Nitro- 
benzoat)-Gnippen und Alkylmercaptangnippcn (die mil den Sulfhydiylgnippen am Protein in Gegenwart von 
Oxidauonsmitteln wie Jod reagieren); 

Dicarbonylgruppen wie Cyclohexandiongnippen und andere 1.2-Diketongnippen. die mit den Guanidino- 
gruppen von Protein reagieren; 
Diazogruppen. die mit Phenolgnippen am ProteinmoIekQl reagieren; 

Rcaklionsgruppen aus der Reaktion von Cyanbromid mit dem Polysaccharid. die mit Aminognippen am 
Protem reagieren; 

Vorzugsweise wird ein modiflzienes Polysaccharid mit Gruppen erzeugt. die mit Mercaptognippen des 
Hamoglobm reagierca Besonders bevorzugte Gruppen sind die Halocarboxylatgruppen. 
folg^^'^"^ bevorzugten Methoden zur Herstellimg des Komplexes gemaB der Erfmdung sind wie 

Methode I: 

Das Polysaccharid (K) wird zunflchst mit Cyanbromid CNBr zur Umsetzung gebracht. wobel sich ein 
aktiviertes Zwischenprodukt bildet. das mil Diaminoflthan reagiert. so daB die folgende Verbindung entsteht: 

*NH, 

(PS)— P— C — NH— CHjCHj— NHj 

Aminoethyl- Isoureido-Polysaocharid. 

Die Bindung zwischen der Ethylgnippe und Dextran ist mit grdBter Wahrscheinlichkeit eine Isohamstoffbin- 
dung, obgleich andere Artcn chemischcr Bindungen nicht vdllig ausgeschlossen werden. Das auf diese Weise 
ITi . Armnoethyl-Isoureido-Dcxtran wird dann durch Bromacetylbromid acylien. urn Bromacetyl-Amino- 
ethyi-lsoureido-Polysacchand entstehen zu lassen: 

^NH, o 

H I) 

(PS)— P— C— NH— CH,CH,— NH— C — CH,— Br 

*NH o 

II II 
(PS)— p— C — NH — CHjCH,— NH — C — CH,— S— (HB) 
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Methode 11: 

Das Polysaccharid (PS) wird zunachst mit 2-ChIorethylamin zur Umseuung gebracht, um Aminoethyl-O-Po- 
lysaccharid zu bilden: 

(PS)-0-CH2CH2-NH2 

Ahniich wie bei der Methode I entsteht durch eine sukzcssive Reaktion mit Bromacetylbromid und Hftmoglo- 
bin (HB) Hftmoglobin-S-Acetylaminoethyl-O-Polysaccharid: 

O 

(PS)— O— CHjCH,— NH— C— CHa— S— (HB) 

Methode III: 

Das Polysaccharid (PS) wird mit Natriumperjodat zur Reaktion gebracht, um den Dialdehyd zu bilden: 



OH CHO 

(PS) + Peijodal (PS) 

« \ \ 

OH CHO 



Die Reaktion zwischen dem Dialdehyd und den Aminognippen von Hftmoglobin (HB) crgibt Hamoglobin- 
30 N-Dextranr 
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Durcn nchuge Einstellung der Bedingungen, unier denen das raodifizierte Polysaccharid mit dem Hamoglobin 
45 zur Reaktion gebracht wird. \m sich eine Ausbcute von mchr als 90% gebundenen Komplexprodukts eriialien. 
was die Trennung des Produkts von Rflckstand-Reaktionsmittein unnStig macht Wenn das modifeierte Polysac- 
charid beispiejsweise N-Bromacetyl-Aminoethylisoureido-Dexiran (Br-Dextran) ist, das nach der vorstchend 
Beschreibung hergestellt worden ist. kCnnen die Konzentrationen des Hamoglobins und von Br-Dextran in der 
Bindungs-Reaktionsmittelldsung und die Reaktionszeit eingestellt werden. um Ausbeuten von mehr als 90% 
50 gebundener Produkte zu liefem. Eine zu hohe Konzentration von Reaktionspartnem fQhrt zur Gelierung der 
Reaktionsmischung und zur Bildung eines quervemetzen Produkts mit einem ObermaBig hohen Molekularge- 
wicht. was gewdhnlich unerwOnscl: t ist Vorzugsweise wird ein Mol-VerhSlmis von Br-Dextran zu Hamoglobin 
bemitzi^das nahe bei 1:1 Uegt oder das unter 1:1 liegt, wenn ein Dextran mit hohem Molekulargewicht benutzt 
wird. Die Bfldnng ernes quervemetzten Produkts laBt sich auch durch Senken des pH-Werts unterbinden, um die 
55 Alkyfienmgsreaktion zu stoppen, oder durch Zusetzen von MercaptoSthanol oder Cystein, die nut dem Br-Dex- 
tran m Konkurrenz zu den Hamoglobin-Mercaptangnippen bei der Umsetzung treten. 

Beispiel 1 

fio Herstellung des Dextran-Hamoglobin-Komplexes 

03g Cyanbromid wird in 3 ml Acetonitril aufgel6st und 100ml 2%iger DextraniSsiing (Molekulargewicht 
200,000) zugesetzt Der pH-Wert wird auf m mit 1 M NaOH fOr die Dauer von 5 Minvten gehaltea Dann 
werden 2 ml DiammoSthan zugegeben. Der pH-Wert wird auf 9^ mit konzentrierter HQ eingestellt, und dieses 
es ReaktionsgemischiaBtman fiber Nachtstehen. «mu-iuui»«i 

Das GemBch wird griindlich gegen destilliertes Wasser dia|ysiert und gcfricrgetrocknet Das gefriergetrock- 
nete Aminodextran kann lange Zeit gelagert werdea 

Alles aktivierte Dextran, das gewonnen worden ist (1,6 bis 1,7 g)t wird in 50 ml ftl Phosphat-PuffcrlOsung. 
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aufgclftst. und 2 ml Bromacetylbromid werden sehr Jangsam zugegeben. und zwar unter heftigem 
UmrOhrcn for die Dauer von 2 Stunden. Der pH-Wen wird konstam auf 7.0 durch die Zugabe von 1 M NaOH 
gehalten. Wenn die Reaktion beendet ist. wird das Gemisch grUndlich gegen destillienes Wasser dialysien und 
dann gefncrgctrocknet Man erhftit 1,4 g bromiertcs Dextran bzw. Br-Dextran. 

1 g Br-Dextran wird 30 ml eincr 2 bis 3%lgen Usung menschUchen Hilmoglobins in 0.1 M Natriumbicarbo- 
nat-Pufferlosung, pH-Wen 9A zugegeben. und die Reaktion ISBt man Ober Nacht vonstattengehen 

Dextran-Hfimoglobin und freies Hemoglobin werden an eincr Sephadex.G-200»-Saule voneinander eetrennt 
Die Ausbeute von Dextran-H&moglobin betrfigt 70 bis 80% des gesamten zugesetzten HSmcglobins. 

Beispiel 2 

Nierenausseheidung von HSmoglobin und Dextran-HSmoglobin durch Ratten 

Urn die Wirksamkeit des Komplexes gem§B der Erfindung als Blutersatz zu testen. wurden 3 ml einer 2%igen 
Dextran-Hamoglobin-Komplexiasung, die nach Beispiel 1 hergestellt worden war, in eine Wistar-Ratte infun- 
diert. und die Menge an vom Tier ausgeschicdenem Dextran-Hfimoglobin wurde durch Waschen der Blase mit 
einem stSndigen Strom physiologischer Sole und durch Messen der Menge an aufgeldstem HSmoglobin in der 
Spulung als erne Funkuon der Zeit geschatzt Ein genau gleiches Kontrollexperiment wurde durchgefUhrt, auBer 
daB 3ml emer 2%igen HamoglolMnlosung benutzt wurden. In beiden Fallen wurde der Hamoglobingehalt 
spektrophotometrisch in Einheiten der optischen Dichte bci 415 nm bestimmt. 

Die Ergebnissc sind graphisch in der bcigefOgten Darstellung gezeigt Es handeh sich dabei urn eine graphi- 
rehc Wiedergabc der optischen Dichtc. bezogen auf die Zcit.fflr die jeweiligcn Experimente. Wie zu sehen isUst 
die Ausscheidungsrate von H&moglobm vtel hdher als die Ausscheidungsrate des Dextran-Hfimoglobin-Kom- 
piexes. 

Dieses Experiment demonstricrt, daB Dextran- Hamoglobin potenUell ein viel brauchbarerer Blutersatz als 
freies Hamoglobm bezOglich seiner wesentlich besseren Ruckbehaltung durch das Tier gegen eine Nierenaus- 
scneidungist 

Beispiel 3 

2 g Dextran m)t einem durchschniitlichen Molekulargewicht von 1 10.000 wurden in 75 ml destilliertem Wasser 
aufgeldst. der pH-Wen wurde auf 10.8 mit 2 M NaOH eingestellt, und diesem wurde 03 g Cyanbromid, aufgelOst 
7«LTi/^**^''"o'Vi^M "^fi^'^ Raumtemperatur zugesetzt Der pH-Wert wurde 5 Minuten fang durch 

Zusetzen von 2 M NaOH auf 10^ gehalten. Der pH- Wert wurde dann auf etwa 2.0 bis 2.5 mit konzentrierter HCl 
^u^^ Et^^^^^^^^ ^fi*"""* T'"'^ ''"'^ weiiere Minute lang umgcruhrt 3 ml Diaminoathan wurden zusammen 
mit zusatzhcher HQ zugegeben. urn zu verhindern. daB der pH-Wert 9^ uberschritL Der endgQItige pH-Wert 
wurde auf 9^emgestel!t Die Ldsung wurde Ober Nacht bei 4»C umgcruhrt Das entstandene Aminoeihylamino- 
Dextran wurde in einem Bio-Faser-SO^-Becher gegen emionisienes Wasser dialysiert, bis durch Ninhydrin kein 
freies Amin in dem Dialysat nachgewiesen werden konnte. Die dialysierte Ldsung wunlc lyophilisiert, urn ca. 
1.6 g getrocknetes Aminoeihylamino-Dextran zu liefem. Das wurde in 50 ml 0,1 M Phosphat-Pufferidsung mit 
emem pH-Wert von 7,0 aufgeldst. und 3 ml Bromacetylbromid wurden durch eine Pasteur-Pipette mit ciner fcin 
gezogenen Kapillarenspiue wahrend einer Zeitdauer von 60 Minuten zugesetzt Wahrend der gesamten Zeit 
wurde die L6sung hefug m einem Eiswasserbad umgerflhrt und auf einem pH-Wert von 6.6 bis 63 mittels eines 
pH-Regelgerates durch Zugabe von 2 M NaOH-Usung, wahrend der Zugabe von Bromacetylbromid, gehalten. 
Danach wurde die Usung gegen entionisieries Wasser dialysiert, bis in dem Dialysat durch Silbemitrat kein 
freies Brom nachgewiesen werden konnte. Ca. \JS g Br-Dextran wurden bei der Lyophilisierung erhalten. Das 
^^7aiSSI Dextranen mit einem durchschnittlichcn Molekulargewicht 

von 1 lOOOO, 7am 40.000 und 20.000 wiederholt Der Bromgehalt der verschiedenen synthetisierten Br-Dextra- 
ne wurde durch Elcmentenanalyse bestimmt, er lag im Bereich von 9- 1 1 Glucoseresten pro Bromatom. 
Das in dieser Weise gebiUete Br-Dextran wurde an Hamoglobin gebunden, indem eine vorgeschriebene 
nil Hamoglobin»sung aufgel6st wurde (die 2,5. 5 oder 10% Hamoglobin in 0.1 M Natriumbicarbo- 
nat, pH-Wert 9A enthieltX Die Reaktion wurde unter standigcm Umruhren bei 4»C vonsuttengehen gelassen. 
Die Ausbeuten an Reakuonsprodukten wurden durch Durchglciten des Reatkionsgemisches durch eine Sepha- 

J^^^i?."'*' «M)5M-Pho5phat-Pu£fcrl6suiig, pH-Wcrt 7 A bestimmt Der Himogbbing^alt 

durch Absorption bei vorgesduiebenen WeUeniangen bestimmt Die Ergebnissc sind in Tabelle 1 ange- 

Diese E^ebnisse z^gen. daB mit jedem Dextran Ober 90% Ausbeuten von Reaktionsprodukt durch geeigncte 
Wahl von Expcrimentbedingungen erhalten wenlenk6nnen. w ficcigncw 

Beispiel 4 

Hcrstellung von Dextran-Hamoglobin-Komplex durch Methode 0 

1 g DcxttM (Molekulargewicht 4a000) wurde grflndlich mit I ml Chlorethylamin gemischt das als die obere 
PhMC nach cmw Zugabe konzentriertcn NaOH zu Chlorethylaminhydrochlorid erhalten wurde. Das Gemisch 
wtmJeima4 mIkonzratncrtM NaOH water genuscKt in einevcischlossene Rdhre gesetzt und bei 120°Ceine 
Stunde lang nn Autoklaven behandelt Dann wurde 1 ml Chbrethylannn und 0.4 ml konzentrierte NaOH 
zuKCsctzt imd das Gemisdi wurde ^ederum dne Stunde lang bei 120* im Autoklaven behandelt Das wurde 
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noch einma) wiederholt Nach dem Kflhlen wurde das Gemisch grOndlich gegen destilliertes Wasser dialysiert 
und schlieBlich in 1 1 ml 0»1 M Phosphat-PufferlGsung gegeben. pH-Wert 63. 

Diese L6sung aus Aminoethyl-O-Dextran wurde mit langsamer Zugabe von 0^ ml Bromacetytbroinid wSh- 
rend einer Zeit von etwa einer Stunde acyliert Sie wurde gegen destilliertes Wasser grOndlich dialysiert und 
5 gefriergetrockneL 

0,1 g des gefriergetrockneten Bromacetyl-Aminoethyl-O-Dextrans wurde 1,7 ml 5% menschlichen Hftmoglo- 
bins in 0,1 M Natriumbicarbonat-Pufferldsung, pH-Wert zugesetzt und 48 Stunden lang auf 4''C gehalten. 

Die diromatographie an Sephadex® zeigte, daB fiber 90% des HUmoglobins in der Form von Dextran-Hftmo- 
globin gebunden war. 

10 

Beispiel 5 

Herstellung von Dextran-Hftmogtobin-Komplex nach Methode III 

15 1 ml einer 12%igen wafirigen Ldsung Natriumperjodat wurde 10 ml einer 10%igen wSBrigen L5sung Dextran 
zugegeben, und das Gemisch lieB man Ober Nacht im Dunkein bei 4''C stehen. Eine 3%ige Natriumbisulfitlosung 
wurde zugegeben, bis das Gemisch braun wurde, und dann, wiederum, farblos. Das Gemisch wurde gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, um die Dextrandialdehyd-LOsung zu gewinnen. £s wurden dann 2 Volumenteite 
3%igen stromafreien Hemoglobins zu 0,3 M Natriumbicarbonat-Pufferlosung, pH-Wert 9A zugesetzt Die 

20 Bindung von Hemoglobin an Dextran erfolgte bei 4''C Ober Nacht Der entstandene Dextran-H^moglobin- 
Komplex wurde von nicht-gebundenem H&moglobin durch Chromatographie nut einer Sephadex>G-200i^-Sftule 
getrennt Man erhieh eine Ausbeute von ca. 60% gebundenen Produkts. 

Beispiel 6 

25 

Nierenausscheidung von Hemoglobin und Dextran-HSmoglobin durch Kaninchen 

Mgnnliche Kaninchen mit Korpergewichten von 33 bis 3,5 kg wurden mit 0.1 g Natriumpotential narkotisiert 
Eine LSsung Hamoglobin oder Dextran-Hamoglobin (Molekulargewicht von Dexiran: 200.000 bis 275.000) 

30 gemftB der Erfrndung in einer Standard-Nierendialysierungs-Pufferl5sung (nach Rabiner et aL. 1967, J. Exp. Med. 
126, 1127—1142) mit einem Gehall von 20 ^Ci (Mikro-Curie) ^H-Methoxyinulin, wurde in jedes Tier durch die 
Randohrader mit 1,1 ml/Minute infundiert Nach dem Infundieren der Ldsung wurde die Infusion mit der 
gleichen Geschwindigkeit mit der Pufferldsung fortgesetzt, um den urineren Ausgang beizubehalten. In Interval- 
len wurde die Blase mit drei 5-ml-Partien 0,9%iger Sole unter Verwendung eines Katheters Foley® No. 8 (3 ml) 

35 ausgespOli, und nach einem Schleudern bei 3.000 g fur die Dauer von 10 Minuten zum Entfemen evcntucllen 
abseubaren Materials wurde das aufgel6ste Hemoglobin oder Dextran-Hemoglobin in den kombinienen 
SpOlungen auf der Basis der Absorption bei 576 nm bestimmt Der 'H-Inulingehalt in den kombinierten SpQIun- 
gen wurde durch Szintfilationszehlung mit einer Korrektur fOr die Unterdrflckung durch Hemoglobin gemessen; 
ein Fremdstrahlungsstandard im Chicago-Mark-II-Nuklearzehler wurde zum Bestimmen der Unterdrflckung 

40 benutzt Die Plasmakonzentration von Hemoglobin oder Dextran>Hemoglobin wurde zu verschtedenen Zeiten 
durch Abnehmen von Blutproben aus der Halsschlagader und DurchfOhning von Absorptionsmessungen mit 
den Proben bei 576 nm nach Sedimentierung der Erythrozyten bestimmt 

Tests wurden unter Verwendung von 50>ml- oder 30-ml'Proben von l%igem Hemoglobin oder Dextran-He- 
moglobin durchgef uhrt, das das Aquivalent von 1 % Hemoglobin enthielt 

45 £s ist festgestellt worden, dafi das Dextran-Hemoglobin, besonders das, das durch die Methode nach Beispiel 1 
und 3 hergestellt worden ist, durch die Nieren in einer wesentlich geringeren Geschwindigkeit ausgeschieden 
wird und aus dem Kreislauf wesentlich langsamer ;intfemt wird als freies Hemoglobin, obwohl die Nierenfunk- 
tion bei den Tieren, die mit Dextran-Himoglobin infundiert wurden, wie durch Inuiin-Exkretion nachgewiesen, 
unbeeintrechtigt war. Femer wurde seitdem wiederholt beobachtet daB bei verschiedenen Tieren und mit 

50 verschiedenen Infusionsdosierungen dieses ungleiche physiologische Verhalten von Dextran-Hemoglobin und 
frdem Hemoglobin auf die unterschiedliche Natur der Substanzen zurflckzufOhren ist, nicht auf trgendeinc 
Anderung beispielsweise im Bluthaptoglobingehalt der Versuchstiere. 

Die Sauerstoffbindeeigenschaften von Produkten gemefi der Erfindung werden durch die Methode von 
Benesdi et aL (1965) Anal Biochem. 1 1, 81, 87 bestimmt Es ist festgestellt worden, daB im Vergleich zu 

55 Hemoglobin die Produkte gemeB der Erfindung dazu nelgen, eine etwas grOBere Affinitat auf Sauerstoff zu 
zdgen. die essentielle SauerstoffCransport- und L5sefehigkeit von Hemoglobin jedoch bewahren. Wie durch (fie 
Halbsettigungs-Sauerstoffspannung gemessen, zeigt der Dextran-Hemoglobin-Komplex, der nach der vorste- 
hend beschriebenen Methode I hergestellt worden ist eine etwa 2,5-f ache grdBere Affimtat fur Sauerstoff im 
Vergleich zu freiem Hemoglobin. Die Sauerstoffaffini^t des Komplexes kann durch geeignete chemische 

60 Behandlung des Hemoglobins geendert werden, und zwar vor oder nach der Bindung mit dem Polysaccharid, 
beispielsweise durch R^ktion desselben mit Pyridoxalphospbat und durch Reduktion mit Natriumborobydrid. 
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Tabelle 1 



Dexiran %Br-Dextran %Hainog1obin Molverh. ReakL* Viskos. %Ausbeute 

Molekular- inReakt-m. inReakt-m. Dexiran/ zeil (mm'/s) gebunden. 

gewicht Sol" Sol" Hflmogtobin (h) Produkt 
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PatentansprOche 

1. Makromolekulare wasserldsliche Verbindung als Blutersatz bei LSsung oder Suspension in Wasser. 
gekennzeichnet darch die allgemeine Formel 

(PS)-X-HB. 

in der (PS) em modifiziertes Polysaccharid darstellt, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20X)00 bis 275X)00 oder Hydroxyethylstftrke mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20.000 bis etwa ZOOaOOO ist, HE Himoglobin darstellt und X eine kovalent 
gebundene chemtsche BrOcke ist, die entweder durch Umsetzung von Bromacetylaminoethyl-Seitengrup- 
pen des Polysaccharids mit Mercapto^Gruppen des H&moglobins oder durch Umsetzung von Dialdehyd- 
Seitengruppen des Polysaccharids mit Aminogruppen des H^oglobins gebildet ist 
Z Verfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserldslichen Verbindung gem^B Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Polysaccharid. das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen Mole- 
kutargewicht von etwa 20.000 bis 275.000 oder Hydroxyethylst^ke mit einem durchschnittlichen Moleku* 
largewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 ist, in jeweils an sich bekannter Weise chemisch modifiziert 
wird durh Einbringen von Seitengruppen. die in einer Bromacetylaminoethyl-Gruppe oder in Dtaidehyd- 
Seitengnippen enden, die zur Umsetzung mit Hemoglobin befahigt sind. und dann das die Bromacetylami- 
noeth^-Gruppe oder die Dialdehyd-Sdtengruppen aufweisende Polysaccharid mit Hamogiobin umgesetzt 
wird und einen kovalent gebundenen Komplex bDdet, wobei entweder die Bromacetylammoeth^-Seiten- 
gruppen des Polysacciiarids mit Mercapto43rappen des Hflmoglobins oder die I^aldehyd-Sdtengruppen 
des Folysi^arids mit Axmnogruppen des HSmoglobins umgesetzt werden. 

3L Mittel ziir Yerwendung als Blntersatz oder Bhi.tstrecker zum Verabrdchen an Mensciien- oder Tien>a- 
tienten in Form oner wSBrigeo L5sung oder oner Suspension eines wasseridslidiea makromolekularen, 
sauerstofftransportierendea Stoffes. dadurdi gekennzeidmet, dafi der Stoff one Verbindung nacb An- 
spnidi 1 ist 
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